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I. 緒言 
  
1. 一般背景 
がん研究は 20 世紀後半になって加速度的に進歩した。それまでは、多くの抗がん剤
が正常細胞にも共通する現象（核酸合成や異常修復、細胞分裂過程）に作用して正常細
胞への障害を避けられなかったのに対し、がん細胞の持つ特異的な性質を標的として効
率よく作用する薬剤の使用が主流となり、その結果、がん治療の面でも生存率の飛躍的
な進歩や副作用の軽減が見られた 1)。近年の next-generation sequencing の普及により、
一人ひとりの患者に最適な薬を選ぶ「プレシジョン・メディシン」が広がっている 2)。一
方で、未だに満足な治療効果を得ることが出来ないがん種や患者セグメントは多く存在
しており、新規メカニズムの薬剤開発や効果的な併用療法の確立が大きな課題となって
いる 3)。 
2. がんとサバイビン 
細胞には、増殖の機能とともに自らを死滅させるアポトーシス（細胞死）と呼ばれる
機能が備わっている。正常細胞に何らかの異常が生じると、生体は異常な細胞を修復あ
るいは除去することによってその恒常性を維持している。がんの特徴の一つに、自律性
増殖があり、アポトーシスによる細胞死誘導機構の破綻が原因となり、遺伝子変化に
よって形質変化したがん細胞が除去されることなく自律的に増殖を続ける 4)。1997 年
に Altieri らによって、がん細胞におけるアポトーシス制御因子としてサバイビンの存
在が初めて示された 5)。サバイビンは IAPファミリータンパク質の 1 つであり、これま
でに XIAP、cIAP1、cIAP2、ML-IAP/Livin、NAIP、ILP2、apollon そしてサバイビンの 8
つの IAP ファミリー分子が同定されている 6,7,8)。いくつかの IAP ファミリー分子にお
いては baculovirus IAP repeat（BIR）ドメインがアポトーシスの実行に必須なカスパーゼ
と相互作用することが知られている 9)。サバイビンは BIR ドメインを 1 つだけ持ち、
IAP ファミリーの中では最も小さな 142アミノ酸からなるタンパク質である 8,9)。 8つ
の IAPファミリーのうちサバイビンのみが、CD34陽性の骨髄由来の幹細胞、胸腺細胞、
胎盤および結腸粘膜などで例外的に発現するが、正常組織での発現は認められない 6-10)。
一方、サバイビンは多くのがん細胞で発現していることが知られており、サバイビンの
発現量ががんの悪性度や予後と相関することを示す報告も見られる 11-22)。またサバイビ
ンに特徴的な機能として有糸分裂の制御が知られている。中心体と微小管に存在するサ
バイビンが細胞周期中期と後期に微小管の機能を制御していること、また細胞周期中期
においては動原体に局在し、微小管の動態や安定化に関与していることが報告されてい
る 6,7,8)。 
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3. サバイビンとアポトーシス 
サバイビンは抗アポトーシスタンパク質として、ミトコンドリアを介するアポトーシ
スによって活性化するカスパーゼ-9を阻害している。DNA損傷によって p53が活性化
されると Bcl-2 ファミリータンパク質である Bax、Noxa、PUMA 等の転写が亢進する。
Bcl-2 ファミリータンパク質は主にミトコンドリアの膜透過性を制御し、ミトコンドリ
アからのチトクロム c の放出を制御しているとされる。チトクロム c は Apaf-1 に結合
し、カスパーゼ-9との活性化複合体を形成し、活性型カスパーゼ-9はエフェクターカス
パーゼであるカスパーゼ-3、-7を活性化しアポトーシスが実行される 23-24)。サバイビン
のアミノ酸残基 Thr34が p34CDC2によりリン酸化されることによりカスパーゼ-9 の働き
を阻害していること、あるいはサバイビンのアミノ酸残基 Ser20 が PKA によりリン酸
化されることによりアポトーシス阻害因子であるXIAPと相互作用することで活性型カ
スパーゼ-9の活性を阻害しているとの説が有力となっている 6,8)。 
4. 選択的サバイビン発現抑制剤 YM155 
YM155 はサバイビン発現抑制剤であり、サバイビン遺伝子プロモーターを用いたレ
ポーターアッセイ系において、high throughput screening（HTS）でのヒット化合物の最
適化により創製された。YM155 は正常細胞や他の IAP ファミリータンパク質の発現に
は作用せず、サバイビン特異的に発現を抑制し、細胞増殖を抑制しアポトーシスを誘導
する 25)。また 119個のヒトがん細胞株を用いたパネルスクリーニングにおいて、YM155
は広い抗腫瘍スペクトラムと強いがん細胞増殖阻害作用を示すことが示唆された 26)。
特にホルモン抵抗性前立腺がん、非小細胞肺がん、悪性黒色腫、乳癌および悪性リンパ
腫に対し、より強い細胞増殖阻害活性を示すことが示唆されている 26)。YM155の in vitro
細胞増殖阻害作用は時間依存的である。in vivoにおいても、ヒト前立腺がん細胞皮下移
植マウスモデルにおいて、静脈内投与よりも皮下持続投与の方が強い抗腫瘍効果が得ら
れることが示された。このことから、YM155は皮下持続投与レジメンが選択された 25)。
YM155はヒト前立腺がん細胞の他 25)、ヒト非小細胞肺がん細胞 27)およびヒト悪性黒色
腫皮下移植マウスモデル 28) においても、抗腫瘍作用を示した。更に、YM155はヒト非
小細胞肺がん皮下移植モデルにおいて、既存抗がん剤である、タキサン系薬剤、ゲムシ
タビン、ビノレルビン、プラチナ系薬剤およびドキソルビシンとの組み合わせで併用効
果を示した 27)。 
 
第一章の研究では、多くの患者が再発し、十分な治療オプションのない B細胞由来非
ホジキンリンパ腫（B-cell NHL）における YM155単剤での有効性、および B-cell NHL
の標準治療で広く用いられているリツキシマブおよびリツキシマブを含むレジメンと
YM155との併用効果について、ヒト B-cell NHL細胞移植マウスモデルを用いて検討し
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た。第二章の研究では、B-cell NHLの診断、治療に有用とされている、positron emission 
tomography（PET）イメージングの有用性を検討する目的で、YM155とリツキシマブを
併用投与した時の感受性の早期検出の可能性を検討した。さらに YM155の感受性を規
定する因子として細胞内の YM155 取り込み量と増殖阻害活性の関係を検討し、11C 標
識 YM155（11C-YM155）のマイクロドージングによる腫瘍内移行性を PETイメージン
グすることで YM155の感受性を事前に予測可能であるか、各種ヒト腫瘍移植マウスモ
デルを用いて検討した。 
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第一章 YM155 の単剤およびリツキシマブあるいはリツキシマブを含む療法
との併用における B-cell NHLに対する抗腫瘍作用 
 
第一節 はじめに 
 
悪性リンパ腫とは、リンパ節、骨髄、脾臓、肝臓および消化管を含むリンパ細網部位
におけるリンパ系細胞の単クローン性悪性増殖に起因する疾患である。悪性リンパ腫は
ホジキンリンパ腫（Hodgkin's lymphoma; HL）と非ホジキンリンパ腫（non-Hodgkin's 
lymphoma; NHL）の2つに分けられるが、症例の多くはNHLであり、その大部分は成熟B
細胞由来（B-cell NHL）である。この中でもびまん性大細胞型B細胞性リンパ腫（diffuse 
large B-cell lymphoma; DLBCL）は、B-cell NHLで最も頻度の高いサブタイプで29)、B-cell 
NHLの3人に1人を占め、毎年世界中で約123,000人がDLBCLと診断されると推定されて
いる30)。B-cell NHLは、局所療法（外科切除、放射線照射）の適応は限られ、全身的治
療（化学療法）による根治療法を基本とする。DLBCLをはじめ、中悪性度のマントル細
胞リンパ腫（mantle cell lymphoma; MCL）、あるいは年単位の緩やかな進行であるも
のの化学療法に低感受性で近年患者数が増加している濾胞性リンパ腫（follicular 
lymphoma; FL）対する第一選択の標準療法は、シクロホスファミド、ドキソルビシン、
ビンクリスチン、およびプレドニゾロン（CHOP療法）にリツキシマブを追加したR-
CHOP療法である31)。リツキシマブは、ヒトBリンパ球表面に発現する分化抗原CD20に
結合する抗体医薬であり、CD20抗原がB-cell NHLの患者の9割以上に見られることから、
B-cell NHL治療における重要な治療薬とされている。従来のCHOP療法にリツキシマブ
を併用させることにより、治療成績は向上した一方で32,33)、これらの化学療法に対して
30%程度の患者は最終的に再発し、その後の治療選択肢である自家血移植後の大量化学
療法も年齢や合併症から許容できない症例も多い34)。R-CHOP療法不応/再発のB-cell 
NHLに対する救援化学療法のエビデンスは少ない。救援化学療法として用いられるR-
ICE療法（リツキシマブ・イホスファミド・カルボプラチン・エトポシド）とR-DHAP
療法（リツキシマブ・デキサメタゾン、Ara-C、シスプラチン）を比較する第三相臨床
試験のCORAL試験が行われたが、有害事象はR-ICE療法の方が少ない傾向であったが、
有効性に有意差は示されず、現在まで救援化学療法の第一選択となる療法は見出されて
いない35)。従って、リツキシマブの感受性を高める、もしくはリツキシマブを含むレジ
メンに対して耐性交叉性を示さない薬剤の開発が重要な課題となっている。 
サバイビンは、B-cell NHLにおいても高発現してB-cell NHLの予後と相関しているこ
と、サバイビンの発現がB-cell NHLの化学療法への耐性と相関していることなどが報告
されている36-38)。これらの報告から、サバイビンはB-cell NHLの治療の有望なターゲッ
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トとなると期待されている。現在まで、患者への投与が可能なアポトーシス抵抗性解除
を機序に持つ低分子サバイビン阻害剤はYM155のみであり、悪性リンパ腫を含む固形癌
患者を対象として安全性および薬物動態の検討を主目的とした第一相臨床試験が開始
された。本章では、第一相臨床試験と並行して、B-cell NHLにおけるYM155の抗腫瘍作
用を検討した。更に、リツキシマブおよびリツキシマブを含む療法との併用が各種B-cell 
NHLにおける治療戦略から重要とされていることから、YM155とリツキシマブ、および
YM155とR-ICE療法との併用効果についても検討した。なお、多剤併用においては、よ
り安全且つ有効な投与レジメンを見出すことが重要であるため、R-ICE療法との併用効
果は3パターンの投与スケジュールで検討を行った。 
 
第二節 方法 
 
2.1 試験物質 
 
YM155 はアステラス製薬株式会社（旧山之内製薬株式会社）において合成された化
合物である。 
1-(2-methoxyethyl)-2-methyl-4,9-dioxo-3-(pyrazin-2-ylmethyl)-4,9-dihydro-1H-naphthol[2,3-
d]imidazolium bromide 
In vitro 実験においては DMSO に溶解し、DMSO の終濃度 0.1%となるように培地で
希釈して使用した。In vivo実験においては、YM155は単体（陽イオン部分）重量に換
算して表示し、投与直前に薬液を生理食塩水で溶解し、投与量×各群の平均体重÷1日
あたりの放出量より算出した濃度の溶液を浸透圧ポンプ（Alzet® model 1007D）に充填
し、背部皮下に埋植して皮下持続投与した。 
リツキシマブはリツキシマブ注 10mg/mL（中外製薬株式会社）、イホスファミドは注
射用イホマイド 1g（塩野義製薬株式会社）、カルボプラチンはパラプラチン注射液
150mg/15mL（ブリストル・マイヤーズスクイブ）、エトポシドはラステット注 100mg／
5mL（日本化薬）を用いた。In vivo実験においては生理食塩水で希釈して用いた。 
 
2.2 細胞株 
 
ヒト B-cell NHL細胞株 DB、RL、Pfeiffer、Minoおよび Ramos細胞は American Type 
Culture Collection（ATCC）より、Jeko、SU-DHL-5、SU-DHL-8、WSU-FSCCLおよびWSU-
DLCL-2細胞は German Resource Center for Biological Material （DSMZ）から入手した。
培地には 5%の非動化した FBS （Invitrogen）を添加した RPMI-1640（Invitrogen）を用
いた。細胞はこれらの培地を用いて 37℃、5％CO2の条件下で培養した。 
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2.3 in vitro細胞増殖阻害試験 
 
増殖阻害作用の測定は National Cancer Instituteで行われているパネルスクリーニング
の方法に準じた 39)。各細胞は 96-well plate （IWAKI）に 0.1 mLずつ播種し、細胞播種
から 1日後、YM155を含む培地を 0.1 mLずつ添加した。薬物添加から 2日後、スルホ
ローダミン B法を用いてタンパク質量を測定した。GI50値（試験化合物処理中のコント
ロール細胞の増殖を 50%減少させる YM155濃度）を logistic解析により算出した。1回
の試験は triplicateで行い、独立した 4回の試験から GI50値の平均値を求めた。 
 
2.4 ヒト B-cell NHL細胞担癌マウスモデルの作成および抗腫瘍作用の検討 
 
全ての動物実験はアステラス製薬研究所のガイドラインに基づき、プロトコルの社内
事前審査および承認を得て実施した。5 週齢の雄性 BALB/c ヌードマウス（CAnN.Cg-
Foxn1nu/CrlCrlj）は、日本 Charles River 株式会社より購入した。各種ヒトがん細胞は、
等量のMatrigel® Basement Membrane Matrix（Becton Dickinson Co）と混合したがん細胞
懸濁液として、生着率に応じて 3 × 106 cells/0.1 ml/mouseあるいは 1 × 107cells/0.1 ml/mouse
をマウス背側部に皮下移植した。腫瘍が一定の体積に達した後、SAS software（SAS 
Institute Inc.）を用いて腫瘍体積を指標に群内群間のばらつきが小さくなるように群分け
し、YM155およびリツキシマブの投与を開始した。コントロール群には生理食塩液を、
各薬剤のスケジュールおよび投与経路と同様に投与した。YM155 投与群は浸透圧ポン
プを腫瘍移植部位と反対側の背部皮下に移植し、リツキシマブ投与群は 1 日 1 回 10 
mL/kgで尾静脈内に投与した。R-ICE療法においては、リツキシマブ 50 mg/kg、イホス
ファミド 400 mg/kg、カルボプラチン 30 mg/kgおよびエトポシド 10 mg/kgをいずれも
10 mL/kgで尾静脈内に投与した。 
腫瘍体積（0.5×長径×短径 2）および体重を週 2回測定した。各被験物質群の腫瘍増
殖抑制率および腫瘍退縮率は以下の式で算出した。なお、触診限界未満の腫瘍を完全退
縮とした。 
 
＜腫瘍増殖抑制率＞ 
100×[1－{各被験物質群の最終日における平均腫瘍体積－各被験物質群の治療開始時
（Day0）における平均腫瘍体積}]÷[溶媒対象群の最終日における平均腫瘍体積－溶媒
対照群の治療開始時（Day0）における平均腫瘍体積] 
＜腫瘍退縮率＞ 
100×[1－(各被験物質群の最終日における平均腫瘍体積）÷（各被験物質群の投与開始
時における平均腫瘍体積）] 
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2.5 Survivin mRNA 定量 
 
経時的に採取した腫瘍サンプルから RNA抽出 kit RNAlaterTM （Qiagen）を用いて total 
RNAを抽出した。細胞溶解用のバッファーを加え、混入するゲノム DNAを分解処理す
るため RNeasy mini kitTM（Qiagen）を用いた。精製した total RNA を template として
Random Primerおよび SuperscriptIII FIrat-Stand SystemTM（Invitrogen, California, US）によ
る in vitro 逆転写反応を行い cDNA 合成した。得られた cDNA について PRISM7900TM
（ABI）を用いた定量的 PCRを行った。解析には Sequence Detection System2.1TM（ABI）
を用い、survivin発現量（Forward primer 5’- CTGCCTGGCACCCTTT -3’、Reverse primer 
5’- CCTCCAAGAAGGGCCAGTTC -3’ ） を 18S 発 現 量 （ Forward primer 5’- 
GCCGCTAGAGGTGAAATTCTTG -3’、Reverse primer 5’- CATTCTTGGCAAATGCTTTCG 
-3’）を内部標準として補正し、相対的遺伝子発現量を算出した。Real-time PCRは ABI 
Prism 7900 sequence detection system および SYBR Green PCR Master MixTM（Applied 
Biosystems）を用いた。Real-time PCRの標準曲線には蒸留水で希釈した各種クローニン
グプラスミドの希釈列を用いた。PCR 反応後の融解曲線分析からプライマーダイマー
などの非特異的な PCR 産物がないことを確認した。Sequence Detection System 2.0 TM
（Applied Biosystems）を用いてデータ解析を行い、得られた各試料の各 survivin mRNA
発現量を、reference geneとして用いた 18S rRNAの量で補正し、相対発現量値を算出し
た。 
 
2.6 免疫組織化学的解析 
 
経時的に採取した腫瘍サンプルを 4%パラホルムアルデヒドで固定し、パラフィン包
埋後、5 µmに薄切して各種組織染色に供した。 
＜TdT-mediated dUTP nick end labeling（TUNEL）染色＞ 
細胞死誘導は TUNEL 染色で確認した。TUNEL 染色は、in situ Apoptosis Detection kit 
（TAKARA BIO INC.）を用いた。切片はキシレンによる脱パラフィン後、プロテインキ
ナーゼ Kでタンパク分解酵素処理を行った。切片は Anti-FITC HRP Conjugateを 37℃で
30分反応させ、ジアミノベンジジン（DAB: K3466, Dako）で発色、ヘマトキシリンで後
染色し、脱水、透徹、封入した。Apoptotic Indexは細胞 1000個あたりの TUNEL陽性細
胞の割合から算出した。 
＜Ki-67染色＞ 
細胞増殖は Ki-67染色で確認した。切片はキシレンによる脱パラフィン後、10 mM citrate
緩衝液 (pH 6.0) にて熱処理し、免疫賦活化した。その後、0.3％過酸化水素メタノール
で処理し、PBS洗浄した。切片は 50倍希釈したマウス抗 Ki-67抗体（M7240, Dako）で
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1 時間処理し、DAB で発色、ヘマトキシリンで後染色し、脱水、透徹、封入した。
Proliferation Indexは細胞 1000個あたりの Ki-67陽性細胞の割合から算出した。 
＜survivin染色＞ 
切片はキシレンによる脱パラフィン後、10 mM citrate緩衝液 (pH 6.0) にて熱処理し、
抗原賦活化した。その後、0.3％過酸化水素メタノールで処理し、PBS洗浄した。切片は
200倍希釈した自社ウサギ抗サバイビン抗体で 1時間処理し、DABで発色、ヘマトキシ
リンで後染色し、脱水、透徹、封入した。 
＜Hematoxylin-Eosin (HE) 染色＞ 
切片はキシレンによる脱パラフィン後、ヘマトキシリンで染色後、水洗し、エオジンで
染色し、脱水、透徹、封入した。Mitotic Indexは細胞 1000個あたりの核分裂を示す細胞
の割合から算出した。 
 
2.7 ヒト B-cell NHL全身播種性マウスモデルの作成および延命作用の検討 
 
4週齢の雄性 SCIDマウス（CB17/Icr-Prkdcscid/CrlCrlj）は日本 Charles River株式会社
より購入した。ヒト B-cell NHL細胞は 4 x 106 cells/0.2 mL/mouseあるいは 8 x 106 cells/0.2 
mL/mouse で尾静脈より移植した。移植 7日後、SAS software を用いて体重を指標に群
分けして YM155およびリツキシマブの投与を開始し、動物が死亡するまでの期間を評
価した。コントロール群には生理食塩液を各薬剤のスケジュールおよび投与経路と同様
にそれぞれ投与した。YM155 投与群は浸透圧ポンプを腫瘍移植部位と反対側の背部皮
下に移植し、リツキシマブ投与群は 1日 1回 10 mL/kgで尾静脈内に投与した。また、
予め定める瀕死基準（20%以上の体重減少がみられ、後肢の麻痺、活動量の低下、体温
低下等で回復の見込めない衰弱状態）に相当する場合は安楽死させ、それ以前の期間を
評価した。 
 
2.8 統計解析 
 
in vivo抗腫瘍試験におけるコントロール群と YM155投与群の比較は、観察最終日の
腫瘍体積あるいは体重について、群間の多重比較（Dunnett’s test）を行った。YM155と
リツキシマブ併用との比較は、統計処理は観察最終日の腫瘍体積について、各単剤群と
併用群の比較（student’s t test）を行った。危険率 5%未満を有意差ありと判定した。デー
タ処理は SAS（SAS institute, Inc.）を用いた。 
延命試験においては、生存率は Kaplan-Meier法で求め、コントロール群とそれぞれの
薬剤投与群の 2群間の生存期間の差の検定（log-rank test）を行った。危険率 5%未満を
有意差ありと判定した。データ処理には SASを用いた。 
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免疫組織化学的解析においてはコントロール群と YM155 投与群の比較（student’s t 
test）を行った。データ処理には SASを用いた。YM155単剤とリツキシマブ併用との比
較は ANOVAの後に群間の多重比較（Tukey’s test）を行った。危険率 5%未満を有意差
ありと判定した。データ処理は GraphPad Prism 5 （GraphPad Software, Inc.）を用いた。 
 
第三節 実験結果 
 
3.1 各種ヒト B-cell NHL細胞株に対する YM155の増殖阻害作用 
 
YM155 による各種 B-cell NHL 細胞株に対する in vitro 増殖阻害作用を検討した。
YM155 は DB、Pfeiffer、SU-DHL-5、SU-DHL-8 および WSU-DLCL-2 に対しそれぞれ
GI50 3,5、3.9、0.23、1.4で各種 B-cell NHL細胞の増殖を抑制した。 
 
3.2 ヒト B-cell NHL 皮下移植ヌードマウスモデルにおける YM155 投与による抗腫
瘍作用 
 
ヒト B-cell NHL細胞の RL、WSU-DLCL-2および Ramos細胞皮下移植マウスモデルに
おける YM155の in vivo抗腫瘍作用を検討した。RLおよびWSU-DLCL-2モデルマウス
において YM155の 0.3 mg/kg/day投与は有意な腫瘍増殖阻害作用が観察された。WSU-
DLCL-2モデルマウスにおいて、YM155の 3 mg/kg/day投与、あるいは RLおよび Ramos
モデルマウスにおいて YM155の 1および 3 mg/kg/day投与は、Day 0の腫瘍体積と比較
して有意な腫瘍の退縮を誘導した。更に 3 mg/kg/day投与群においてはWSU-DLCL-2モ
デルマウスでは 6例中 2例、RLおよび Ramosモデルマウスでは 6例中 5例の完全退縮
が認められた。一方で、いずれの投与群においてもコントロール群と比較して有意な体
重減少は観察されなかった。 
 
3.3 YM155による B-cell NHL細胞におけるサバイビン発現抑制作用とアポトーシス
誘導 
 
免疫組織化学的解析により、RL細胞皮下移植モデルにおいて YM155の 3 mg/kg/day
を 7 日間持続投与した時のサバイビン発現量の変化および細胞死誘導を、投与開始前、
投与開始 3日後および 7日後に検討した。YM155の 3 mg/kg/kg投与により投与 3日後
および 7日後で有意な抗腫瘍作用が示された。YM155の抗腫瘍作用はサバイビンmRNA
およびタンパク発現の有意な抑制を伴うものであった。更に YM155投与群においては
投与 3日後および 7日後で mitotic index、proliferation indexは有意に減少した。また、
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YM155 投与によりアポトーシス細胞も増加していることが apoptotic index および
TUNEL染色像から示された。 
 
3.4 ヒト B-cell NHL 皮下移植ヌードマウスモデルにおける YM155 反復投与による
抗腫瘍作用 
 
ヒト B-cell NHL細胞の RL細胞皮下移植マウスモデルにおいて、YM155の 7日間持
続投与 14日間休薬を 1サイクルとした時の複数サイクル投与における in vivo抗腫瘍作
用を検討した。YM155 の 1 mg/kg 投与により各サイクルにおいて腫瘍退縮あるいは腫
瘍増殖の抑制が観察された。4サイクルの投与が終了した時点で、8例中 2例で完全退
縮が、4 例で Day 0 と比較して腫瘍退縮が認められ、平均の腫瘍体積は投与開始時の
1250 mm3から 350 mm3に減少した。YM155の 3 mg/kg投与においても同様に腫瘍退縮
が誘導された。その効果は休薬期間中も持続され、4サイクルの投与が終了した時点で、
12例中 8例で完全退縮が、4例で腫瘍退縮が認められ、平均の腫瘍体積は投与開始時の
1240 mm3から 6 mm3に減少した。YM155の抗腫瘍作用は、投与開始時に進行が進み腫
瘍体積が増大しているマウスにおいても同様に観察され、腫瘍体積による抗腫瘍作用の
差は見られなかった。 
 
3.5 ヒト B-cell NHL全身播種モデルにおける YM155による延命作用 
 
B-cell NHLは全身に播種する病変を有することから、より臨床に近い病態モデルとし
て、ヒト B-cell NHL細胞の RL細胞および Ramos細胞を静脈内投与して全身播種させ
るモデルを作成した。Ramos細胞モデルにおいては、細胞が脊髄に播種する結果、末期
には後肢の麻痺を特徴とするモデルであることが報告されている 40,41)。これらモデルに
おける YM155 3 mg/kg/day およびリツキシマブ 50 mg/kg/day の延命作用を検討した。
RL細胞モデルにおいてはコントロール群の生存期間の中央値は 76日であった。YM155 
3 mg/kg群の生存期間は、リツキシマブ 50 mg/kg群の 92日と比較して有意な生存期間
の延長が観察された。Ramos細胞モデルにおいてはすべてのコントロール群のマウスで
後肢の麻痺が見られ、生存期間の中央値は 19日であった。YM155 3 mg/kg群の生存期
間の中央値は 64日であり、リツキシマブ 50 mg/kg群の 34日と比較しても有意な生存
期間の延長が観察された。 
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3.7 ヒト B-cell NHL 皮下移植ヌードマウスモデルにおける YM155 とリツキシマブ
併用による抗腫瘍作用 
 
ヒト B-cell NHL細胞である DB、WSU-DLCL-2およびMinoの皮下移植マウスモデル
における YM155とリツキシマブの併用抗腫瘍作用を検討した。リツキシマブとの併用
による薬効の上乗せ効果を観察するため、YM155 は退縮効果を示さない、あるいは投
与後の休薬期間中に再増殖をする用量で投与を行った。リツキシマブの単剤投与による
腫瘍増殖阻害作用は見られなかった。しかし、YM155 とリツキシマブを併用すること
により、それぞれの薬剤による抗腫瘍効果の相加を上回る、強い腫瘍退縮が観察され、
それは休薬期間中も維持された。なお、何れのモデルにおいても併用することによる体
重減少の増強は見られなかった。 
 
3.8 ヒト B-cell NHL 全身播種モデルにおける YM155 とリツキシマブ併用による延
命作用 
 
YM155 とリツキシマブ併用の全身播種性モデルにおける延命作用を検討するために、
ヒト B-cell NHL細胞であるWSU-FSCCL細胞播種マウスモデルおよび Jeko細胞播種マ
ウスモデルを作成した。YM155単剤投与およびリツキシマブ単剤投与は、WSU-FSCCL
細胞播種モデルで生存期間中央値をコントロール群の 35日から 60日、42日に延長し、
Jeko 細胞播種モデルで 54 日から 67 日、90 日に延長した。併用群はいずれの播種モデ
ルにおいても YM155およびリツキシマブ単剤よりも有意な生存期間の延長が観察され
た。なお、単剤群の生存期間中央値の算出されたところで試験を打ち切ったため、併用
群の生存期間中央値は算出されていない。 
 
3.9 ヒト B-cell NHL 皮下移植ヌードマウスモデルにおける YM155 と R-ICE 療法併
用による抗腫瘍作用 
 
ヒト B-cell NHL細胞であるWSU-DLCL-2皮下移植マウスモデルにおける YM155と
R-ICE 療法の併用抗腫瘍作用を検討した。同時投与、YM155 先行投与および R-ICE 先
行投与の 3パターンの投与スケジュールについて併用効果を検討した。同時投与におい
ては、併用群は YM155単剤投与あるいは R-ICE投与と比較して有意な併用効果を示し
た。YM155 先行投与においても同様の併用効果が得られた。一方 R-ICE 先行投与にお
いては、併用群は YM155単剤投与あるいは R-ICE投与と比較して有意な併用効果を示
さなかった。何れの投与スケジュールにおいても、一過性の体重減少が併用群と R-ICE
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投与群で R-ICE 投与後に観察されたが、臨床レジメンである 1 クール終了の Day21 ま
でには回復した。 
 
第四節 考察 
 
サバイビンは、NHLを含む多くのがん種での発現亢進が報告されている 12-22, 35-37)。B-
cell NHLにおいては、short hairpin RNAによるサバイビンの機能阻害により、B-cell NHL
の増殖活性が阻害されることから 42)、サバイビンが B-cell NHL の増殖を促進している
と考えられている。YM155は in vitroで複数の B-cell NHL細胞株に対し 10-9 Mの範囲
で増殖阻害作用を示し、ヒト B-cell NHL 細胞皮下移植モデルマウスにおいては、臨床
投与量に相当する 2-3 mg/kg/dayの 7日間皮下持続投与により腫瘍退縮を伴う抗腫瘍活
性を示した。更に、YM155 の抗腫瘍作用は、サバイビン発現量の抑制とアポトーシス
の誘導を伴っていることが確認された。この結果から、B-cell NHLの増殖進展において
サバイビンが寄与していること、YM155 の抗腫瘍作用は非特異的なものではなくサバ
イビンを阻害することによるものであることが裏付けられた。マウスモデルを用いた抗
腫瘍効果の検討においては、通常 1サイクルで、投与開始時の腫瘍体積を揃えた評価が
一般的であるが、本検討では、臨床での治療体系や病態により近い条件で YM155の抗
腫瘍効果を評価した。B-cell NHLの中で最も頻度の高い DLBCLの標準療法の治療アル
ゴリズムとして、巨大な腫瘤（bulky mass）がある場合は、治療コース数を増やしたよ
り強力な治療が必要とされている 43)。これを踏まえて、YM155 の複数サイクル投与且
つ、巨大な腫瘤（bulky mass）病変を想定して、様々な腫瘍体積の腫瘍に対する抗腫瘍
作用を検討した。更に B-cell NHL が全身播種性の疾患であることを踏まえて、全身播
種マウスモデルを作成した。これらの検討において、YM155 が複数サイクル投与して
も、ほとんどの個体で耐性を示すことなく効果を維持し続けること、また bulky mass病
変に対しても強い退縮作用を有すること、全身播種マウスモデルにおいて延命効果を示
したことから、臨床における YM155の有用性が示唆された。B-cell NHL治療において、
R-CHOP療法をはじめとする化学療法で問題となる副作用の一つが、骨髄抑制に伴う血
液毒性である 32)。特に発熱性好中球減少症は急激に重症化して死に至ることがあるた
めため、治療の休止や減量などを余儀なくされ、治療の障害となる。YM155 はこれら
の化学療法剤が示す骨髄抑制作用は有していないため 44,45)、血液学的毒性の危険性が低
いことも既存治療に対する YM155の優越性であると考える。 
本章の YM155 の単剤の検討は、リンパ腫を含む固形癌を対象とした YM155 単剤の
第 1相臨床試験と並行して実施され、YM155が B-cell NHL患者において有効性を示し
た結果を裏付けるものとなった。本研究結果を受けて、更なる YM155の有効性の検討
を臨床で行うために、2007 年から難治性の B-cell NHL 患者を対象とした YM155 単剤
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の第 2相臨床試験（NCT00498914）が実施された。しかし、対象患者層における YM155
単剤の有効性は限定的であることが示されたことから 46)、前臨床研究において単剤を
上回る併用効果を示す併用レジメンを見出し、臨床試験のデザインの検討を行う必要が
あった。本章の研究では、B-cell NHLの治療に重要であるとされているリツキシマブと
の併用効果を検討した結果、YM155 はリツキシマブとの併用により、単剤では投与後
に再増殖する条件においても完全退縮を伴う併用効果および延命効果の延長を示すこ
とが示された。これらの結果から、2009年より再発 B-cell NHL患者を対象とした YM155
とリツキシマブとの併用第 2 相試験（NCT01007292）が開始されることとなった。又、
救援化学療法の一つである R-ICE 療法が、R-DHAP 療法より安全性で上回る結果が
CORAL試験で示されたことから 35)、R-ICE療法における効果の上乗せの可能性を検討
するために YM155との併用効果を検討した。YM155の同時および先行投与での併用効
果が確認された一方、R-ICE先行投与において併用効果が得られなかったことから、R-
ICE投与によりなんらかのYM155に対する耐性機構が形成された可能性が示唆された。
YM155 の感受性に関わる因子を同定し、それら因子の R-ICE 投与前後での変化を検討
する必要性が示唆された。 
B-cell NHL の治療の柱の一つであるリツキシマブが化学療法の感受性を向上させる
報告は多くなされているが 47-54)、リツキシマブの作用メカニズムは完全には解明されて
いない。現在のところ、（1）直接作用によるアポトーシス誘導，細胞周期停止作用（2）
補体依存性の細胞傷害活（complement-mediated cytotoxicity：CDC）（3）NK（natural killer）
細胞などのエフェクター細胞の介在する細胞傷害作用（antibody-dependent cell-mediate 
cytotoxicity: ADCC）が主な作用機序であると考えられている 55)。YM155とリツキシマ
ブとの併用メカニズムの可能性として NK 細胞を介する ADCC 活性への影響を考察す
る目的で、末梢血中の機能的な T 細胞及び B細胞が欠失し、NK 細胞活性も低い NOD 
SCIDマウスを用いて併用試験を行った。その結果、NOD SCIDマウスにおいてもYM155
はリツキシマブとの併用効果を示した。このことから、併用メカニズムとしては、免疫
機能に働きかけるものではなく、リツキシマブとの併用によりがん細胞内の細胞生存シ
グナルに影響が及ぼされた結果であると考えられた。近年リツキシマブが p38、MAPキ
ナーゼおよび NF-κB を含む細胞内のシグナルを阻害し、結果抗アポトーシスタンパク
質の一つである Bcl-2の発現を減少させることにより薬剤によって惹起されるアポトー
シスを増強させる可能性や、Raf kinase inhibitory proteinの発現を増加させ、ERK活性を
阻害する結果として抗アポトーシスタンパク質 Bcl-xL の発現を抑制させる可能性が報
告されている 55,56,57)。YM155と Bcl-2阻害剤との併用効果を示す報告があることから 58)、
併用メカニズムとしては、B-cell NHLにおいて YM155によるサバイビンの抑制と、リ
ツキシマブによる Bcl-2の阻害の 2つの異なる生存シグナルの抑制が同時に惹起される
ことによって、細胞内の生存シグナルが広範囲に阻害された結果強力な併用効果が得ら
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れるのではないかと考える。今後、この仮説に基づいて、bcl-2が発現していない細胞で
の YM155 との併用効果の検討や YM155 併用時におけるリツキシマブの各種細胞内の
生存シグナルへの影響を更に検討をする必要がある。 
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第二章 PET イメージングを用いた早期薬効検出と YM155 感受性腫瘍
の投与前検出 
 
第一節 はじめに 
 
第一章の検討結果から、B-cell NHL患者を対象としたYM155単剤およびリツキシマブ併
用の第二相臨床試験が実施され、YM155が良好な安全性および忍容性を有することが
確認されている65)。一方で、B-cell NHL患者あるいはそれ以外の固形癌患者を対象とし
た臨床試験における有効性については、一部の患者でYM155に有効性が示されたもの
の、それ以外の患者ではYM155に感受性を示さないことが明らかとなった59-62)。これら
の結果から、YM155の次の開発戦略として、YM155が、YM155に感受性のある患者の
治療オプションと成り得ると同時に、耐性を示す患者の治療機会を奪うこともないよう
に、YM155に対する感受性を治療早期に見極めること、あるいはYM155に感受性を示
す患者を事前に層別化することが必要であると考えた。 
糖代謝のマーカーである[18F]-2-fluoro-2-deoxyglucose（FDG）を用いたポジトロン断層
法（18F-FDG-PET）は、非侵襲的に感度よく腫瘍を検出できるモダリティーとして臨床
的有用性が認められ63-64)、現在は多くのがんに対するFDG-PETが保険適応されている。
B-CELL NHLについても、DLBCLあるいは悪性度の高いBurkittリンパ腫は糖代謝が亢進
しており、FDGが高率に集積する組織型である。FDG-PETの普及と有用性を示唆する検
討結果を受けて、効果判定へFDG-PET を導入した「改訂版NHLの効果判定規準の標準
化国際ワークショップレポート」が2007 年に公表され31)、病期診断時とそれ以降の治
療の効果判定にFDG-PETが広く用いられている。その他、3’-deoxy-3’-[18F]fluorothymidine
（FLT）は細胞内に取り込まれると、増殖能に強く関連するチミジンキナーゼ-1（TK1）
の作用によりリン酸化され、その状態で細胞内にトラップされる。腫瘍組織に集積した
FLTを定量的に検出する18F-FLG-PETにより、悪性腫瘍の増殖能を非侵襲的に捉えるこ
とが可能で、腫瘍の悪性度診断、早期治療効果判定への有用性が期待されている65,66)。
YM155のB-cell NHLに対する早期の治療効果判定に18F-FDG-PETあるいは18F-FLT-PET
の有用性は未知であることから、ヒトB-cell NHL移植ヌードマウスモデルを用いてPET
イメージングの有用性を本章で検討した。 
YM155 の感受性因子に関しては、前章の検討においても、YM155 の反復投与で
YM155 に耐性を示すマウスが確認されたことから、YM155 の感受性を規定する何ら
かの因子が示唆された。YM155のターゲットであるサバイビンは B-cell NHLあるいは
YM155 の臨床試験を実施したその他の癌種において高発現していること、また、我々
の検討から、YM155 の細胞増殖阻害活性と、サバイビンの mRNA 発現量には弱い相
関しかないことから 26)、サバイビンの発現量の他にも YM155の感受性を規定する因子
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があると考えた。YM155 はヒト前立腺がんマウスモデルにおいて血漿と比較して腫瘍
に 20倍高い濃度で移行することが示されており 25)、この高い腫瘍移行性が YM155の
有効性には重要な因子であると考えられた。YM155 は水溶性の高い構造を有している
ことから、細胞膜を受動的に透過し難いと考えられる。そのため、YM155 の高い腫瘍
移行性には、なんらかのトランスポーターによる細胞外から細胞内への輸送が重要であ
ると考えられた。我々の検討から、organic cation transporter 1(OCT1)および OCT2
がそれぞれYM155の血中から肝臓および近位尿細管への取り込みを担っていることが
示唆されたが、がん細胞への取り込みには別のトランスポーターが関与していることが
示唆され、さらなる同定には至っていない 67-71)。このように現在までに、取り込みと薬
効との関係、および感受性の差を規定する因子の同定はなされていない。そこで本章に
おいては、各種がん細胞における細胞内への YM155取り込み量と in vitro増殖阻害活
性との相関性を検討することで、YM155の感受性規定因子としての可能性を考察した。 
組織や臓器での薬物濃度を直接的に予測する方法として PETイメージングがあり、
薬剤を核種標識することで薬剤の体内動態を検証することが可能になる。実際、抗がん
剤においても、64Cu-cetuximab72)、 11C-erlotinib73,74,)、 89Zr-bevacizumab75)あるいは
89Zr-trastuzumab76)等、PET標識された薬剤による研究報告がある。YM155の細胞内
への取り込みが感受性規定因子である場合は、放射性核種で標識した YM155を用いて
YM155の腫瘍内の移行性を予測することにより、PETイメージングによる患者の層別
化が可能ではないかと考えた。そこで本研究においては、11C-YM155（アステラス製薬
にて合成 77)）の腫瘍への移行性あるいは全身移行性をヒト腫瘍移植マウスモデルで測
定することにより、臨床における 11C-YM155の有用性について検証を行った。 
 
第二節 方法 
 
2.1 試験物質 
 
YM155 はアステラス製薬株式会社（旧山之内製薬株式会社）において合成された。
11C-YM155は既報合成方法を用いて、アステラス製薬株式会社において合成された 77)。 
 
2.2 PETイメージング 
2.2.1 18F-FDG-PETおよび 18F-FLT-PETによる腫瘍シグナルの検出 
18F-FDGは日本メジフィジックスから購入した。18F-FLTはアステラス製薬にて合成し
た。WSU-DLCL-2細胞を、5 x 106 cells/0.1 mL/mouseで BALB/cヌードマウスの右後肢
に皮下移植した。移植 30日後に、体重を指標に群分けし、YM155およびリツキシマブ
の投与を開始した。18F-FDGおよび 18F-FLTはいずれも 12 MBq/bodyで PETスキャン前
日より絶食をしたマウスの尾静脈より投与した。2.0%から 2.5%のイソフルラン麻酔を
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施したマウスを imaging chamber（m2m Imaging Corp）に保定し、18F-FDGおよび 18F-FLT
投与 1時間後から、麻酔下で inveon docked PET/CTシステム（Siemens）にて 5分間の
static scanを実施し、続いて CTにて形態画像を取得した（500 µA, 80 kV）。再構成画像
の冠状断において、移植腫瘍の境界に関心領域 Region of Interest（ROI）を設定した。
ROI内の放射活性は Standard uptake value（SUV）＝画像で測定した腫瘍の放射能濃度÷
（18F-FDG あるいは 18F-FLT 投与量÷マウス体重）の最大値 Maximum standard uptake 
value（SUVmax）で示した。 
 
2.2.2 11C-YM155を用いた PETイメージング 
 
各種ヒトがん細胞は、1 x 106 cells/0.1 mL/mouseで BALB/cヌードマウスの右後肢に皮
下移植した。移植 14日後に、、体重を指標として群分けした。3.3-10 MBqの 11C-YM155
を尾静脈投与の 30分後に、麻酔下で inveon docked PET/CTシステム（Siemens）にて 5
分間の静態撮影を実施した。 
 
2.3 in vitro 細胞取り込み試験  
 
使用細胞 
PC3, PPC-1, 22Rv1, DU-145, TSU-Pr1, NCI-H358, NCI-H23, NCI-H226, NCI-H522, NCI-
H661, NCI-H460, Calu6, PC-14, NCI-H69, NCI-H69AR, DMS114, DMS53, SK-MEL-5, A375, 
RPMI-7951, A549, HCT-116, SW620, DLD-1, Colo205, HT29, WiDR, HCT-15, ECV304, UM-
UC-3, RT4, PANC-1, BxPC3, MIA PACa-2, MCF-7, MDA-MB-468, MDA-MB-231, AGS, U-
87MG細胞はアメリカンタイプカルチャーコレクション (ATCC) から入手した。培地に
は 5%の非動化した FBS (GIBCO BRL) を添加した RPMI-1640 (GIBCO BRL) を用いた。
細胞はこれらの培地を用いて 37℃、5％CO2の条件下で培養した。 
39種のヒトがん細胞への YM155の取り込みは、既報の方法 69,70)を用いて行った。各
種がん細胞は 12穴の培養プレートに播種をした。1 µMの YM155を 4時間作用させた
後、細胞を回収した。細胞に取り込まれた YM155は細胞のタンパク量で補正を行い、
nmol/mg/proteinで示した。細胞内の YM155は既報の方法に従い 71)、liquid chromatography 
coupled with tandem mass spectrometry （LC–MS/MS）で測定した。 
 
2.4 ヒトがん細胞移植マウスモデルにおける抗腫瘍作用 
 
全ての動物実験はアステラス製薬研究所のガイドラインに基づき、プロトコルの社内
事前審査および承認を得て実施した。雄性 BALB/c ヌードマウス  （CAnN.Cg-
Foxn1nu/CrlCrlj）は日本 Charles River株式会社より購入した。 
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各種がん細胞は等量の Matrigel Basement Membrane Matrix （Becton Dickinson Co., 
Bedford, MA）と混合しがん細胞懸濁液として、それぞれ 3×106 cells/0.1 ml/mouseでマウ
ス背側部に皮下移植した。腫瘍の平均が約 100 mm3に達した後、腫瘍体積を指標に群内
群間のばらつきが小さくなるように群分けし YM155の投与を開始した。対照群には生
理食塩液を YM155のスケジュールおよび投与経路と同様に投与した。YM155投与群は
浸透圧ポンプ（Alzet model, Durect, Cupertino, CA）を腫瘍移植部位と反対側の背部皮下
に移植した。PC-3移植モデルは、3日間持続投与 4日間休薬を 2回、それ以外の移植モ
デルは 7日間持続投与 7日間休薬を行った。なお、既報により、3日間持続投与 4日間
休薬を 2 回と 7 日間持続投与 7 日間休薬は同等の抗腫瘍作用を有することが確認され
ている（data not shown）。腫瘍体積 (0.5ｘ長径ｘ短径 2) および体重を週 2回の頻度で測
定した。各被験物質群の腫瘍増殖抑制率は 
100×[1－{各被験物質群の最終日における平均腫瘍体積－各被験物質群の治療開始時
（Day0）における平均腫瘍体積}]÷[溶媒対象群の最終日における平均腫瘍体積－溶媒
対照群の治療開始時（Day0）における平均腫瘍体積] 
の式で算出した。 
 
2.5 統計解析 
 
PET 試験における SUVmaxのコントロール群あるいはリツキシマブ投与群と併用群の
比較は、ANOVAの後に群間の多重比較（Tukey’s test）を行った。危険率 5%未満を有意
差ありと判定した。データ処理は GraphPad Prism 5を用いた。 
in vitor試験における YM155の取り込み量と YM155の GI50値との相関は Pearsonの
積率相関係数を用いて評価した。すべての解析は Prism version 5.03 (GraphPad Software, 
Inc. San Diego, CA)あるいは Excel 2016 (Microsoft Corporation, Redmond, WA)を用いて
行った。危険率 5%未満を有意差ありと判定した。 
 
第三節 実験結果 
 
3.1 PETイメージングによる YM155の薬効検出 
 
本検討では、PETイメージングによる YM155とリツキシマブを併用した時の抗腫瘍
作用の早期検出の可能性を、第一章 3.7 項の研究で併用効果が確認されているヒト B-
cell NHL細胞のWSU-DLBCL- 2皮下移植マウスモデルを用いて評価した。YM155の皮
下持続投与およびリツキシマブ静脈内投与前および 3 日目の移植マウスを用いて，糖
代謝マーカーである 18F-FDG、および細胞生存マーカーである 18F-FLT の腫瘍内におけ
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る集積を指標として評価した。投与 3日目においてコントロール群と比較して、YM155
投与群および併用群で 18F-FDGおよび 18F-FLTの集積の有意な抑制が見られた。免疫組
織化学的解析により、同様に投与開始前および投与開始 3日後（Day 3）のWSU-DLBCL- 
2 腫瘍の細胞増殖マーカー(Ki-67)染色を行った。細胞 1000 個あたりの Ki-67 陽性細胞
数から proliferation index を求めた結果、投与 3 日目においてコントロール群と比較し
て、YM155 投与群および併用群で有意な細胞増殖の阻害が観察された。以上から、併
用群で観察された 18F-FDGおよび 18F-FLTの集積の抑制と実際の腫瘍での増殖抑制は一
致していることが確認された。 
 
3.2 PETイメージングによる YM155の薬効検出 
 
YM155の細胞内取り込み量と GI50値の相関を評価するために、既報 26)のがん細胞パ
ネル試験で用いたヒトがん細胞から 39細胞株を選択し、1 µMの YM155を 4時間作用
した時の YM155取り込み量を LCMS/MSで測定した。その結果、39細胞の YM155の
取り込み量は 4.1–169.3 pmol/mg proteinの間であった。また、YM155を 48時間作用し
た時の 39細胞のGI50値は既報より 0.64–910 nMの間であった 26)。GI50値と細胞内YM155
取り込み量との相関係数は Pearson’s r = -0.5709で有意であった。 
 
3.3 ヒトがん細胞移植マウスモデルにおける 11C-YM155の PETを用いた全身分布の
評価 
 
11C-YM155の PETを用いた全身分布の測定には YM155感受性モデルとして、YM155
の臨床薬効用量の 2～3 mg/kg/dayで腫瘍の退縮や、有意な増殖抑制作用を示す A375、
SK-MEL-5、Calu-6 および PC-3 細胞移植マウスモデルを選択した。一方、YM155耐性
モデルとして、有意な腫瘍増殖抑制作用を示さない、A549 および HCT-15 細胞移植マ
ウスモデルを選択した（Table 5）。各移植マウスモデルに 11C-YM155を投与した時の代
表的な PETイメージングを示す。11C-YM155は主に肝臓、腎臓に吸収され、胆嚢、腸お
よび膀胱から排泄されるため移行性が高かった。一方、脳、肺および胸部への移行性は
低かった。YM155感受性の A375、SK-MEL-5、Calu-6および PC-3細胞移植マウスモデ
ルの平均の 11C-YM155の集積は SUV値でそれぞれ 0.44、0.41、0.54および 0.71で平均
は 0.52であった。一方、YM155に耐性の A549および HCT-15細胞移植マウスモデルに
おいては、それぞれ 0.16および 0.12で平均は 0.14であった。 
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第四節 考察 
 
近年のがん研究の進歩から、多くのがん種の治療アルゴリズムは複雑になり、患者に
とっても治療オプションは徐々に増えつつある。しかしながら現在においても副作用と
無縁の抗がん剤はなく、対処療法や減量、休薬等で治療を継続せねばならない。投与後
早期に治療に用いている薬剤の有効性を判断することは、患者への不要な薬剤曝露を最
小限にし、次治療への機会を奪わないためにも重要である。その観点で、本章では、18F-
FDGあるいは 18F-FLT-PETを用いた YM155とリツキシマブ併用の早期薬効検出の可能
性を検討した。更に、YM155の感受性因子を同定し、事前に患者を YM155の感受性で
層別化することで感受性のある患者だけに YM155を投与することが出来ないか、その
可能性を検討した。 
YM155 とリツキシマブのコントロール群と比較した時の抗腫瘍効果は、併用投与開
始から初期の段階で、18F-FDGおよび 18F-FLT PETイメージングにより高い感度で検出
できることが示唆された。B-cell NHL は播種性の疾患で全身での評価を必要とするた
め、PET/CT は治療効果判定や治療方針の決定において重要な情報が得られる。また、
形態情報を提供する CTとは異なり PETは機能情報を得られる事から、がん細胞内の代
謝活性や細胞生存状況を推し量る事ができるツールとして期待されている。解糖系エネ
ルギー代謝のみを指標とする 18F-FDGにより、高いエネルギー代謝を有する腫瘍だけを
検出するのではなく、18F-FLT を用いて実際のがんの進展を左右する重要な因子である
増殖能の亢進という観点も含めて複合的情報を得ることは、腫瘍の質的診断や治療方針
に役立つと考える。動物モデルを用いた非臨床研究においては、18F-FLT-PETの方が 18F-
FDG-PET よりも検出感度に優れていることを示唆する報告があるが 78,79)、本章の研究
においては、18F-FDG-PET および 18F-FLT-PET 何れにおいても YM155 とリツキシマブ
を併用した時の抗腫瘍効果は投与後 3 日から検出され、臨床での利用が多い 18F-FDG-
PETを用いても早期の効果検出は可能であると考えられた。また、Ki-67を用いた免疫
組織学的検討から、PETから得られるイメージングの情報は、実際腫瘍内で起きている
YM155 とリツキシマブとの併用による腫瘍増殖阻害と一致していることが示された。
以上から、両トレーサーは臨床においても YM155とリツキシマブ併用の PETによる薬
効検出に有効であり，通常の CT検査による腫瘍径を測定することによる評価と比較し
て、敏感かつ早期に抗腫瘍効果を捉える事が出来る可能性が示唆された。次に感受性因
子としての YM155の細胞内取り込み量の評価については、過去に実施したがん細胞パ
ネル試験での GI50値とサバイビン mRNA量との相関性の結果 26)を参照するために、本
章においても同じがん細胞パネル試験での GI50値を用いて YM155の細胞内取り込み量
の検討を行った。、その結果、サバイビン mRNA値との相関（R = 0.12）よりも YM155
の増殖阻害活性は細胞内への YM155 の取り込み量との相関性(R = -0.57)が高いことが
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示された。予備的検討として、YM155 の反復投与によって耐性になった腫瘍における
YM155の取り込み量を測定した結果、何れの耐性腫瘍においても YM155の腫瘍内への
取り込み量の減少が確認された（データ未掲載 栗生実施試験）。YM155 に耐性になっ
た細胞においても、サバイビンを siRNA で機能的に阻害することにより細胞増殖が抑
制されたことから、YM155 に耐性を示す細胞においてもサバイビンの抗アポトーシス
タンパクとしての機能は変化していないことが示唆された。以上の予備検討結果からも、
腫瘍内への YM155 の移行性が YM155 の感受性の重要な規定要因となっていることが
考えられた。この結果を基に、臨床における 11C-YM155 を用いた患者層別化の可能性
を検討するために YM155 の in vivo 抗腫瘍効果と腫瘍内への 11C-YM155 移行性を検討
した。その結果、YM155に感受性を示す腫瘍と、耐性を示す腫瘍で 11C-YM155移行性
に違いがあり、11C-YM155の腫瘍内放射活性を指標に YM155の感受性を示す腫瘍か否
かを層別化できる可能性が示唆された。今後、感受性と耐性腫瘍を層別化するための
SUV値の閾値を検討する必要があると考える。本章での検討は、過去に実施した mRNA
量と感受性の相関性の結果を参照するために、同じ細胞セットで実施したため、前章で
検討をした B-cell NHL細胞株は含まれていない。しかし、固形癌と B-cell NHLで YM155
の細胞内への取り込みには同じトランスポーターが関与していることが示唆されてい
ることから 70)、B-cell NHLにおいても YM155の腫瘍内への取り込み量が感受性の重要
な規定要因となっていると考える。 
近年、Winter et al.らの研究により、多くのがんで発現をしているトランスポーターで
あり、Solute Carrier Protein Familyの 1つである SLC35F2の発現が YM155の感受性を
規定していることが報告された 80)。一方で、我々が確認した Cancer Cell Line Encyclopedia 
データベース（https://portals.broadinstitute.org/ccle）の結果では、SLC35F2の mRNAの発
現レベルは YM155 の感受性の高い A375、SK-MEL-5 および Calu-6 よりも耐性を示す
A549および HCT-15細胞の方が高いことが示されている。このことは、YM155の感受
性は細胞内への取り込みと、その後の細胞外への輸送を加味した細胞内濃度で考えるこ
とが重要であることを示唆している。近年非小細胞肺癌など一部のがん種においては、
治療前に腫瘍のバイオプシーを実施してコンパニオン診断薬を用いて遺伝子検査を実
施し治療を決定することが治療アルゴリズムの中に取り入れられている。しかし、標準
治療実施後の再発時に、転移層を含む腫瘍のバイオプシーを行い SLC35F2 等の発現を
検査し患者層別化を行うことは侵襲性を伴うものである。以上のことから、侵襲性を伴
わずに、YM155 の腫瘍内移行性を直接的に、且つ細胞内への取り込みに伴って起こる
細胞外への輸送も含めて包括的に検出できる 11C-YM155を用いた PETイメージングは
臨床的に有用であると考えられる。 
以上から、PETイメージングが YM155とリツキシマブ併用の早期薬効検出、および
YM155に対する感受性の層別化に有用である可能性が示唆された。 
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II. 総括 
 
本研究では、新規サバイビン発現抑制剤 YM155の抗腫瘍作用および PETイメージン
グの有用性に関する非臨床研究を行い、以下の知見を得た。 
 
1. YM155は各種 B-cell NHL細胞に対し、強力な増殖阻害作用を示した。 
2. ヒト B-cell NHLを移植したマウスモデルにおいて、YM155の皮下持続投与は腫瘍
退縮を伴う抗腫瘍作用を誘導した。 
3. YM155の B-cell NHL細胞における抗腫瘍作用は、サバイビン発現抑制による増殖
の停止とアポトーシスの誘導を伴うものであることが確認された。 
4. YM155の反復投与により、腫瘍体積に関わらず長期に渡り B-cell NHLの増悪化が
抑制され、抗腫瘍作用が維持された。 
5. ヒト B-cell NHLを移植した全身播種性のマウス延命モデルにおいて、YM155は延
命作用を示した。 
6. ヒト B-cell NHL担癌マウスモデルにおいて、YM155とリツキシマブの併用は、単
剤を上回る腫瘍退縮作用を示した。同様に、マウス延命モデルにおいても併用によ
る有意な延命期間の延長が示された。 
7. 18F-FDGおよび 18F-FLTを用いた PETイメージングにより、YM155とリツキシマブ
の併用効果は投与 3日後の早期に検出された。Ki-67染色で proliferation indexを求
めた結果、18F-FLT の抗腫瘍効果の評価結果は実際の腫瘍内の細胞増殖の変化を捉
えていることが確認された。 
8. in vitro 増殖阻害作用と YM155 の細胞内濃度に相関性があることが示された
（Pearson’s r = -0.5709; P = 0.001）。 
9. 11C-YM155の腫瘍移行性の PETイメージングにより、YM155感受性の腫瘍では 11C-
YM155の腫瘍移行性が高く、耐性腫瘍では移行性の低い傾向が示された。 
 
以上、第一章および第二章に示す前臨床研究により、B-cell NHLにおいては YM155に
よるサバイビン発現抑制が B-cell NHL治療のオプションの一つとなり得ること、更に
YM155の早期薬効検出のモダリティーとして PETイメージングが有用であることが示
された。また、YM155 の感受性の因子としての細胞内取り込みの寄与が示されたこと
から、11C-YM155の単回マイクロドージングによる 11C-YM155移行性の PETイメージ
ングにより、感受性の高い腫瘍を YM155の投与前に検出できる可能性が示された。こ
のことから、11C-YM155を用いたイメージングにより、YM155に感受性が高い患者を
層別化する「個別化医療」を提供できる可能性が示唆された。本研究の成果はがんの治
療に新たな知見を提供するものである。 
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